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摘 要 : 西藏 虎 头 兰 (Cymbidium tracyanum) 为 兰 科 兰 属 多 年 生 草 本 植物 ， 是 一 种 极 具 观 赏 价值 的 野生 花卉 ， 目 前 关于 西藏 
虎 头 兰 组 培 快 繁 的 研究 报道 甚 少 。 该 研究 以 野生 西藏 虎 头 兰 种 子 为 外 植 体 , 通过 分 析 不 同 基本 培养 基 和 植物 激素 配 比 对 原 球 
茎 诱导 、 增 殖 和 分 化 的 影响 ， 以 及 光照 时 间 和 培养 温度 对 试管 苗 生 长 的 影响 ， 筛 选 出 适宜 西藏 虎 头 兰 植株 高 效 再 生 的 条 件 。 
结果 表明 : 适宜 西藏 虎 头 兰 生长 的 基本 培养 基 为 /2 MS; 种 子 萌发 和 原 球茎 诱导 的 最 适 培养 基 为 12 MS 十 1.0 mg * L!6-BA 
十 0.5mg *L1'NAA, 培养 50d 后 ， 有 95.00% 的 种 子 发 育成 原 球茎 ， 原 球茎 增殖 的 最 适 培养 基 为 12 MS 十 2.0 mg .LILNAA， 
培养 30 d， 增 殖 倍数 为 4.25; 原 球茎 的 最 适 分 化 培养 基 为 /2 MS 十 2.0 mg，L1NAA 十 60 g* 1! 土豆 泥 十 0.5 g*L! 活 性 炭 ， 
培养 10 d， 不 定 芽 发 生 率 为 98.33%， 培 至 40 d， 幼苗 生根 率 为 94.67%; 试管 苗 在 温度 20C、 光 照 时 间 12h。d!、 光 照 强度 
2 000 Ix 的 条 件 下 培养 ， 苗 长 势 好 ， 叶 片 生理 性 焦 尖 发 生 率 仅 为 3.33%; 以 腐 殖 土 作为 栽培 基质 ， 试 管 苗 的 移 栽 成 活 率 为 
97.78%。 该 研究 结果 为 保护 西藏 虎 头 兰 野生 资源 和 工厂 化 育苗 提供 了 科学 依据 和 技术 支持 。 

关键 词 : 西藏 虎 头 兰 ， 种 子 ， 原 球茎 ,组织 培养 ， 植 株 再 生 
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In vitro culture and highly efficient plant regeneration system of 


Cymobidium tracyanum 
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(1. Tibet Agricultural and Animal Husbandry College, Nyingchi 860000, Tibet, China; 2. Tibet Agricultural and Animal Husbandry 
College-Southwest University, Medicinal Plants Joint Research and Development Centre, Nyingchi 860000, Tibet, China ) 


Abstract: Cymbidium tracyanum is a Orchidaceae species, characterized by a beautiful and showy inflorescence. 
The species has a great potential for commercial exploitation in the flower industry. Plant tissue culture 
technology offers an effective tool for C. tracyanum large-scale production to avoid endangering its natural 
populations, yet there is a few research on the plant tissue culture of C. tracyanum. The current study evaluated the 
effects of basic medium and hormone combination on the plant regeneration of C. tracyanum. The effects of 
illumination time and culture temperature on the growth of plantlets were also studied. The results showed that the 
optimum basic medium for C. tracyanum growth was 1/2 MS. The optimal medium for protocorm induction was 
1/2 MS+1.0 mg *L’ 6-BA+0.5 mg *L’! NAA, 95.00% of the seeds developed into the protocorms after cultured 
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for 50 d. The optimal medium for protocorm proliferation was 1/2 MS 十 2.0 mg * L! NAA, the maximum 
proliferation multiple of protocorm reached 4.23 atfter cultured for 30 d. The optimal medium for protocorm 
differentiation was 1/2 MS 十 2.0 mg "LTNAA 十 60 g ".L :mashed potato 十 0.5 g "Lacticarbon, the induction rate 
of indefinite bud was 98.33% after cultured for 10 d, the rooting rate was 94.67% after cultured for 40 d. In the 
process of plantlets subculture, temperature of 20°C , illumination time of 12 h。d-” and illumination intensity of 
2 000 lx were suited for the growth of plantlets, the physiological scorch rate of leaf tip was 3.33%. Using humus 
as cultivation substrate, the transplanting survival rate of plantlets was 97.78%. This study provides an effective 
way for keeping good varieties of features and rapid propagation of C. tracyanum, at the same time helps to solve 
some theoretical problems in factory production of C. tracyanum. 


Key words: Cymbidium tracyanum, seed, protocorm, tissue culture, plant regeneration 


西藏 虎 头 兰 《Cymbidium tracyanum) 是 兰 科 兰 属 附 生 型 多 年 生 草 本 植物 ， 在 中 国 主要 分 布 于 贵州 西南 
部 、 云 南西 南部 至 东南 部 和 西藏 东南 部 〈 中 国 植物 志 编 委 会 ，1999) 。 西 藏 虎 头 兰 叶 长 碧绿 ， 花 姿 粗 旷 ， 
豪放 壮丽 ， 花 香 清 淑 ， 又 名 沉香 虎 头 兰 ， 适 宜 做 盆栽 或 切花 ， 具 有 很 高 的 观赏 价值 和 经 济 价值 〈 李 基 敏 ， 
2014; 李 枝 林 等 ，2005; 王 莲 辉 等 ，2009;， 蓝 玉 甜 等 ，2010， 陈 和 明 等 ，2015) 。 野 生 西 藏 虎 头 兰 的 种 子 
在 自然 条 件 下 极 难 萌发 ， 主 要 靠 分 株 繁 殖 ， 资 源 再 生 缓 慢 ， 受 到 濒危 野生 动 植 物 国 际 贸 易 公 约 〈CITES ) 
的 保护 ， 被 《中 国 物 种 红色 名 录 》 植物 部 分 ) 和 《国家 重点 保护 野生 植物 名 录 》 《第 二 批 讨论 稿 ) 列 为 
I 级 保护 植物 (中 国 科学 院 植 物 研 究 所 ，2013; 刘 思 思 等 ，2015; 王 喜 龙 ，2018) 。 

国内 外 以 西藏 虎 头 兰 为 研究 材料 的 报道 其 少 ， 现 有 研究 主要 集中 在 对 环境 胁迫 的 响应 机 制 (甘美 龄 和 
张 石 宝 ，2015$;， Li & Zhang，2016; Lietal，2018) 和 组 织 培养 研究 〈( 李 枝 林 等 ，2005; 王 鞍 辉 等 ，2009; 
a EE，2010; 陈 和 明 等，2015) 方面 。 虽然 国内 学 者 以 西藏 虎 头 兰 的 种 子 为 外 植 体 开展 了 一 些 组 培 快 
繁 研究 ， 但 仍然 存在 原 球茎 诱导 和 增殖 分 化 率 不 高 、 幼 苗 弱 、 组 培 周 期 不 稳定 等 现象 。 为 此 ， 本 研究 利用 
种 开关 时 产生 大 球迷 通过 对 原 球茎 增殖 以 及 再 生 条 件 的 研究 ， 虽 在 建立 西藏 虎 头 兰 高 效 快速 繁殖 体系 ， 
为 保护 其 野生 资源 及 种 苗 生产 葛 定 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

野生 西藏 虎 头 兰 未 开裂 的 成 熟 蒲 果 (图 2: A、B) 采 自 西藏 自治 区 林芝 市 墨 脱 县 。 
1.2 方法 
1.2.1 种 子 消毒 与 接种 ”用 洗 洁 精 清洗 痕 果 表面 ， 用 解剖 刀 轻 轻 刮 去 表面 脏 物 ， 自 来 水 冲洗 1nh。 在 超 净 工 
作 台 上 将 忒 果 用 75% 乙 醇 消 毒 5 min， 无 菌 水 冲洗 3 次 ， 再 放 入 0.1% 的 HgCl 溶液 中 消毒 15 min， 无 菌 水 
冲洗 3 次 ， 并 用 无 菌 水 浸泡 萌 果 30 min; 消毒 过 程 中 不 断 轻 轻 摇动 烧杯 以 便 消 毒剂 和 戎 果 充 分 接触 。 将 消 
毒 完毕 的 痕 果 置 于 无 菌 滤纸 上 吸 干 表面 的 水 分 ， 用 解剖 刀 将 闽 果 纵向 器 开 ， 使 种 子 可 以 倒 出 ， 用 久子 夹 住 
蒲 果 ， 将 种 子 轻 轻 抖 落 在 原 球茎 诱导 培养 基 上 。 
1.2.2 原 球茎 的 诱导 “分 别 以 2 MS 和 MS 为 基本 培养 基 ， 添 加 不 同 配 比 的 6-BA 和 NAA， 配 制 成 14 种 
不 同 的 原 球茎 诱导 培养 基 〈 表 1) 。 每 种 培养 基 接 种 6 瓶 种 子 ， 每 两 周 向 组 培 瓶 中 注入 相同 配方 的 液体 培 
养 基 3 mL， 用 以 保持 瓶 内 的 水 分 和 养分 。 观 察 和 记录 种 子 萌发 、 原 球茎 诱导 和 生长 情况 ,筛选 出 最 适合 的 
基本 培养 基 和 原 球茎 诱导 培养 基 。 
1.2.3 原 球茎 的 增殖 培养 ”在 1.2.2 算 选 出 的 最 适 a i hed 
同 质量 浓度 的 NAA 配制 成 原 球 茎 增殖 培养 基 ， 并 以 最 佳 原 球茎 诱导 培养 基 为 对 照 ( 表 2) 。 选 取 生 长 良 
好 的 原 球茎 ， 接 种 于 试验 培养 基 中 ， 每 个 处 理 接 种 6 瓶 ， 每 瓶 接种 50 个 原 球茎 。 We 和 记录 原 球 
茎 的 增殖 效果 ， 统 计 原 球茎 增殖 倍数 。 

原 球茎 增殖 倍数 〈 倍 ) =〈 增 殖 后 原 球茎 数 一 接 种 原 球茎 数 ) / 接种 原 球茎 数 〈 艺 表 等 ，2010;， 姚 双 
娣 等 ，2012) 
1.2.4 原 球茎 的 分 化 培养 ”在 最 佳 原 球茎 增殖 培养 基 中 单独 或 一 起 添加 60 g， 世 土豆 泥 和 0.5 g，L! 活 性 
迪 ， 配 制 成 不 同 的 原 球茎 分 化 培养 基 ， 并 以 最 佳 原 球 茎 增殖 培养 基 为 对 照 ( 表 3) 。 以 原 球茎 增殖 培养 基 
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中 培养 30 d 后 、 生 长 良好 的 原 球茎 为 材料 ， 接 种 于 试验 培养 基 中 ， 每 个 处 理 接种 6 瓶 ， 每 瓶 接种 50 个 原 
球茎。 分 化 培养 第 10 d 统计 原 球茎 不 定 牙 发 生 率 ， 第 40 d 统计 生根 率 ， 并 观察 记录 幼苗 的 生长 状态 。 

不 定 芽 发 生 率 〈(%) = 产生 不 定 芽 原 球茎 数 〈 芽 高 0.3 cm) /接种 原 球茎 数 x100 
生根 率 (%) = 生根 幼苗 数 〈 苗 高 、 根 长 过 2 cm) /接种 原 球茎 数 x100 

以 上 培养 基 均 添加 6.5 g*L 琼脂、25 g*， LL 苦 糖 ，pH 5.8。 培 养 条 件 : 温度 (25 寺 2) 'C、 光 照 时 间 
16h。d 、 光 照 强 度 2 000 Ix。 
1.2.5 试管 苗 生 长 发 育 环 境 因 子 的 筛选 ”选取 长 势 较 好 、 苗 高 1 cm 左右 、 无 生理 性 焦 尖 的 带 根 试管 苗 ， 接 
种 在 最 佳 原 球茎 分 化 培养 基 中 ， 置 于 温度 (25+2) C， 光 照 强度 2 000 1x， 光 照 时 间 分 别 为 8、12、16 和 
20h。d 的 条 件 下 ， 培 养 30 d 后 观察 和 记录 试管 苗 的 生长 情况 〈 表 4) 。 在 最 适 光照 时 间 得 选 的 基础 上 ， 
将 试管 苗 分 别 置 于 温度 为 15、20、25 和 30 CC 的 条 件 下 , 培养 30 d 后 观察 和 记录 试管 苗 的 生长 情况 ( 表 5) 。 
每 个 光照 时 间 和 温度 处 理 接种 试管 苗 20 株 (1 瓶 ， 每 瓶 含 50 mL 培养 基 ) ， 重 复 3 次 。 
生理 性 焦 尖 率 (%) = 生理 性 焦 尖 苗 数 /接种 苗 数 x100 
1.2.6 炼 苗 移 栽 ” 选 取 根系 发 达 、 苗 高 约 为 10 cm 的 壮 苗 ， 开 盖 并 置 于 自然 光 下 炼 苗 3 d， 之 后 取出 幼苗 ， 
小 心 洗 净 残余 培养 基 后 进行 移 栽 。 栽 培 基 质 共 设置 $ 个 处 理 ， 分别 为 (I) 农田 士 、( 工 ) 腐 殖 土 、 (IIT) 
农田 土 : 腐 殖 士 =1 : 1 (混合 土 ) 、 (CIV) 腐 殖 士 : 蚂 石 : 区 =8:1:1 和 (V) 混合 土 : 蚂 石 : 珍珠 
岩 =8 : 1 : 1。 移 栽 前 将 不 同 栽培 基质 浇 透 水 ， 移 栽 后 再 一 次 浇 透 水 ， 0 30 株 苗 ， 重 复 3 次 。 在 温 
室 中 保温 保湿 [温度 (20 + 2) '‘C， 湿 度 70%~80%] 培 养 本 观察 移 栽 董 的 生长 情况 及 移 栽 成 活 率 〈 图 
1) 。 

移 栽 成 活 率 〈 匈 ) = 蓉 蓄 死亡 着 数 /总 苗 数 x100 
1.2.7 统计 分 析 ”所 得 数据 采用 Excel 和 SPSS 19.0 软件 处 理 分 析 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 种 子 诱 导 产 生 原 球茎 

在 以 1/2 MS 和 MS 为 基本 培养 基 、 添 加 不 同 配 比 的 6-BA 和 NAA 所 配制 成 的 14 种 不 同 的 原 球茎 诱导 
培养 基 中 ( 表 1) ， 不 同 配方 对 西藏 虎 头 兰 种 子 原 球茎 的 诱导 效果 明显 不 同 。 以 1/2 MS 为 基本 培养 基 中 的 
原 球茎 诱导 和 生长 速度 较 快 ， 其 中 又 以 A5 培养 基 的 诱导 效果 最 佳 ， 种 子 经 过 〈36.83+0.90) d 培养 ， 大 部 
分 种 子 开始 膨大 ， 呈 浅黄 色 ， 继 续 培养 14 d 左右 ， 有 95.00% 的 种 子 发 育成 原 球茎 ， 原 球茎 呈 黄 绿色 或 深 
绿色 ， 颗 粒状 膨大 ， 生 长 快 〈 图 2: C) 。 以 MS 为 基本 培养 基 ， 种 子 萌发 较 慢 ， 原 球茎 诱导 率 较 低 。6-BA 
和 NAA 对 西藏 虎 头 兰 种 子 萌 发 和 原 球茎 诱导 均 有 一 定 的 效果 。0.5 mg "LNAA 可 以 促进 种 子 萌发 ， 缩 短 
萌发 时 间 。1.0 mg。L-” 6-BA 促进 原 球茎 的 形成 和 生长 ， 但 是 当 6-BA 的 质量 浓度 达到 2.0 mg . I 时 ， 则 
会 抑制 原 球茎 的 生长 ， 使 大 部 分 原 球茎 褐 化 死亡 。 将 1.0 mg "I 6-BA 和 0.5 mg* L ”NAA 配合 使 用 ， 可 
显著 缩短 种 子 萌发 时 间 和 提高 原 球茎 的 诱导 率 ， 且 原 球茎 长 势 旺 盛 。 不 添加 6-BA 和 NAA 的 1/2 MS 和 
MS 培养 基 ， 种 子 萌发 时 间 分 别 为 〈66.17+0.55) d 和 〈86.17+0.69) d， 继 续 培 养 3~4 个 月 后 ， 原 球茎 变 为 
黄 绿色 或 深 绿色 ， 诱 导 率 仅 为 10.00%， 生 长 缓慢 。 因 此 , 诱导 西藏 虎 头 兰 种 子 萌发 并 形成 原 球茎 的 适合 培 
养 基 应 为 A5: 1/2 MS+6-BA1.0mg*L'+NAA0.5mg*L!。 

表 1 不 同 培 养 基 配方 对 西藏 虎 头 兰 原 球茎 诱导 的 影响 


Table 1 Effects of different medium formulas on protocorm induction of C. tracyanum 


Paya 


SS 


四 原 球 共生 长 状态 
培养 基 基本 培 ”Hormone concentration 萌发 时 间 Cowtl ate OF ro 
人 _ B rowth status of pr 1 
编号 ”” 养 基 (mg* L') el ? 
minatio 
Medium 。 Basic 和 萌发 率 , | 
time (d) a y 长 势 神化 
number “medium 6-BA NAA Germination 颜色 Colour . 
Growth potential Browning 
rate (%) 
Al 1/2 MS 0.0 0.0 66.17+0.55 d 10.00 浅黄 Light yellow 弱 Weak 无 None 
浅黄 、 黄 绿 
A2 1/2 MS 1.0 0.0 52.08+1.97f 40.00 浅黄 黄 一 般 General 无 None 
Light yellow, yellow-green 
浅黄 、 黄 绿 
A3 1/2MS 0.0 0.5 46.00+0.87 g 10.00 一 般 General 无 None 
Light yellow, yellow-green 
A4 1/2 MS 1.0 0.1 44.00+0.58 g 60.00 一 般 General 无 None 


Light yellow, yellow-green 


A5 1/2 MS 1.0 0.5 36.83+0.90 h 95.00 Light yellow，yellow-green， 旺盛 Exuberant 无 None 
dark green 
浅黄 、 黄 绿 pe 
A6 1/2 MS 2.0 0.1 41.17+0.90 g 95.00 一 般 General 轻微 Slight 


Light yellow, yellow-green 


A7 1/2 MS 2.0 03 51.00+1.15f 25.00 Light yellow，yellow-green， 弱 Weak 严重 Serious 
dark green 

A8 MS 0.0 0.0 86.17+0.69 a 10.00 浅黄 Light yellow 弱 Weak 无 None 

A9 MS 1.0 0.0 71.50+0.58 c 25.00 内 黄 一 般 General 无 None 
Light yellow, yellow-green 
浅黄 、 黄 绿 , 

Al0 MS 0.0 Us 60.08+0.79 e 20.00 一 般 General 无 None 
Light yellow, yellow-green 
浅黄 、 黄 绿 

All MS 1.0 0.1 62.00+0.76 € 35.00 » 一 般 General 无 None 
Light yellow, yellow-green 

Al2 MS 1.0 O05 59.08+0.61 e 35.00 Light yellow，yellow-green， 一 般 General 无 None 
dark green 
浅黄 、 黄 绿 人 

Al3 MS 2.0 0.1 52.92+0.45f 35.00 en 黄 一 般 General 轻微 Slight 
Light yellow, yellow-green 

Al4 MS 2.0 0.5 82.17+1.21 b 10.00 Light yellow，yellow-green， 弱 Weak 严重 Serious 


dark green 


注 : 不 同 小 写字 母 表示 处 理 间 在 0.05 水 平 上 差异 显著 ; 下 同 。 
Note: Different lowercases indicate significant differences at 0.05 level. The same below. 
ee 2.2 原 球茎 的 增殖 培养 
:一 将 A5 培养 基 中 生长 良好 的 绿色 原 球茎 ， 接 种 到 以 1/2 MS 为 基本 培养 基 、 添 加 不 同 质量 浓度 的 NAA 
CO 的 原 球茎 增殖 培养 基 中 ， 并 以 最 佳 原 球茎 诱导 培养 基 A5 为 对 照 〈 表 2) 。 观 测 发 现 ， 当 NAA 的 质量 浓度 
在 0.5~2.0 mg *L 时 ， 随 着 NAA 质量 浓度 的 提高 ， 原 球茎 增殖 的 越 多 ,长 势 越 好 。 当 NAA 为 2.0 mg "二 
时 ， 原 球茎 的 增殖 倍数 最 高 ， 达 到 (4.25+0.05) 倍 ， 原 球茎 早 黄 绿色 或 深 绿色 ， 大 部 分 旦 球形 和 圆锥 形 ， 
少 部 分 呈 梭 形 ， 圆 锥 形 的 原 球 茎 为 一 端 有 突起 ， 梭 形 的 原 球茎 为 两 端 有 突起 ， 大 多 数 的 原 球茎 多 个 聚 生 在 
一 起 ， 呈 桑 模 状 〈 图 2: D) 。 当 NAA 的 质量 浓度 大 于 2.0 mg I 时 ， 对 原 球茎 的 增殖 有 抑制 作用 。 原 
球茎 在 作为 对 照 的 A5 培养 基 上 的 增殖 倍数 为 〈2.03+0.10) 倍 ， 原 球茎 形成 的 突起 较 少 。 因 此 ， 西 藏 虎 头 
兰 最 佳 的 原 球茎 增殖 培养 基 应 为 B4: 1/2 MS+NAA2.0mg* LL。 

表 2 不 同 质量 浓度 的 NAA 对 西藏 虎 头 兰 原 球茎 增 殖 的 影响 


Table2 Effects of NAA with different concentrations on protocorm proliferation of C. tracyanum 


全 培养 基 编 号 激素 浓度 Hormone concentration (mg。IL-) 增殖 倍数 


PP Medium number NAA 6-BA Proliferation multiple 
A5 0.5 1.0 2.03+0.10 c 
Bl 0.5 0.0 1.01+0.04 de 
B2 1.0 0.0 1.25+0.10d 
B3 1.5 0.0 3.03+0.04 b 
B4 2.0 0.0 4.25+0.05 a 
B5 2:5 0.0 0.79+0.04 e 
B6 3.0 0.0 0.33+0.06f 


2.3 原 球茎 的 分 化 培养 

原 球茎 增殖 培养 30 d 后 ,选取 有 突起 的 黄 绿色 和 深 绿 色 原 球茎 ,接种 到 添加 了 土豆 泥 和 活性 碳 的 原 球 
茎 最 适 增殖 培养 基 1/2 MS+NAA 2.0 mg。L" 上 进行 分 化 培养 ( 表 3) 。 接 种 时 ， 对 聚 生 在 一 起 的 原 球茎 只 
记录 个 数 ， 不 进行 切 制 。 培 养 结果 发 现 ， 添 加 60.0 g， 士 豆 泥 ， 可 显著 提高 原 球 茎 不 定 芽 的 诱导 率 和 生 
根 率 ， 而 且 幼 苗 的 长 势 旺盛 ， 同 时 添加 0.5 g "于 的 活性 炭 ， 不 仅 可 显著 降低 幼苗 基部 的 褐 化 程度 ， 且 在 
不 定 芽 诱导 和 根系 生长 方面 也 有 明显 的 促进 作用 。 原 球茎 在 C2 培养 基 中 培养 10 d 左右， 就 能 分 化 出 芽 和 
根 ， 长 势 整 齐 ， 不 定 芽 发 生 率 达 到 〈98.33+1.37) %， 同 时 又 有 新 的 原 球 葵 产生， 均 呈 深 绿 色 ， 原 球茎 紧密 
的 聚 生 在 一 起 ， 有 白色 绒毛 状 假 根 产生 (图 2: E) ; 培养 至 40 d， 幼 苗 的 生根 率 达 到 〈94.67+2.21) %， 
根系 发 达 , 大 部 分 苗 高 超过 2 cm( 图 2: F) 。 因 此 , 西藏 虎 头 兰 原 球茎 适合 的 分 化 培养 基 为 C2: 1/2 MS+NAA 


2.0 mg。 世 + 土豆 泥 60 g .+ 活 性 碳 0.5g，L。 
表 3 不 同 培 养 基 配方 对 西藏 虎 头 兰 原 球茎 不 定 芽 诱导 和 生根 的 影响 


Table3 Effects of different medium formulas on indefinite bud induction and rooting of C. tracyanum protocorms 


不 定 芽 发 生 率 


堵 养 基 编号 土豆 泥 “活性 贮 生根 率 
NAA . Induction rate of ft pate 幼苗 生长 状态 
ee (mg 1) ee a 人 bud _ 机 Growth status of plantlet 
幼苗 细弱 ， 根 系 较 短 ， 生 长 缓慢 ， 幼 苗 基部 轻微 褐 化 
B4 2.0 0.0 0.0 T067422.21¢ 72.00+2.58 c The plantlets were weak with short and less root, slow 
growth, and its base were slight browning. 
幼苗 较 壮 ， 根 系 较 多 ， 生 长 较 快 ， 幼 苗 基 部 轻微 褐 化 
Cl 2.0 60.0 0.0 89.00+1.91 b 79.33+3.77b The plantlets were stronger with many root, faster 
growing, and its base were slight browning. 
幼苗 粗壮 ， 根系 发 达 ， 生 长 快 ， 幼苗 基部 无 神化 ”The 
C2 2.0 60.0 0.5 98.33+1.37 a 94.67+2.21 a plantlets were strongest with flourishing root system, 
fastest growth, and its base were no browning. 
2.4 不 同 光照 时 间 和 温度 对 试管 苗 生 长 的 影响 
原 球茎 分 化 成 苗 后 ， 在 继 代 培养 过 程 中 西藏 虎 头 兰 出 现 叶片 生理 性 焦 尖 。 将 长 势 良 好 的 幼苗 接种 在 原 
球茎 分 化 培养 基 1/2 MSTNAA 2.0 mg* LL"+ 十 豆 泥 60 g .EL 活性 碳 0.5 g，L 1" 上 ， 置 于 不 同 光照 时 间 和 培 
养 温度 下 培养 表 4 和 表 5) 。 结 果 发 现 ， 不 同 光照 时 间 对 西藏 虚 头 兰 幼苗 长 势 和 生理 性 焦 尖 改 发 生 率 有 显 
著 影 响 。 光 照 时 间 越 长 ， 幼 苗 焦 尖 越 严 重 ， 光 照 时 间 短 ， 幼 苗 生 长 缓慢 、 细 弱 。 当 光照 时 间 为 12 hd 
时 ， 昌 然 焦 尖 率 为 (28.33+2.36) %， 但 是 幼苗 粗壮 ， 生 长 速度 快 。 因 此 ，12 hd 为 西藏 虎 头 兰 试管 苗 培 
养 的 最 佳 光照 时 间 。 当 光照 时 间 固 定 为 12 h。d- ， 设 定 不 同 的 培养 温度 对 西藏 虎 头 兰 分 化 苗 进行 培养 ( 表 
5) ， 绪 果 发 现 ， 不 同 的 培养 温度 对 幼苗 长 势 和 生理 性 焦 尖 发 生 率 有 显著 影响 。 培 养 温度 为 15C 时 ， 幼 苗 
没有 出 现 焦 尖 ， 但 是 长 势 弱 ， 为 20'C 时 ， 幼 苗 长 势 非常 旺 感 ， 只 有 极 少数 的 叶片 出 现 焦 尖 (图 2: G) ; 
25~30C 时 ， 随 着 温度 的 逐渐 升 高 ， 幼 苗 焦 尖 越 严重 。 因 此 ，20C 为 西藏 虎 头 兰 试管 苗 增 养 的 最 佳 温度 。 
6 藏 虎 头 兰 试管 苗 继 代 分 化 培养 过 程 中 , 最 适 光 照 时 间 为 12 hn "d 最 适 培 养 温度 为 20'C 。 


综 上 分 析 ， 


注 : + 长 势 差 ，++ 长 势 一 般 ，+++ 长 势 


Note: Growth potential of plantlet: +is poor ; 


表 4 不 同 光照 时 间 对 西藏 虎 头 兰 试管 苗 生 长 的 影响 


Table 4 Effects of different illumination times on growth of C. tracyanum plantlets 


光照 时 间 生理 性 焦 尖 发 生 率 幼苗 长 势 
lllumination time Physiological scorch Growth potential of 
Ch。d) rate of leaf tip (%) plantlet 
8 18.33+2.36d 十 丰 
12 28.33+2.36 c 才 圭 才 
16 60.00+4.08 b 在 站 
20 93.33+4.71 a 十 


良好 ; ++++ 长 势 最 好 。 表 5 同 。 


表 5 不 同 温度 对 西藏 虎 头 兰 试管 苗 生 长 的 影响 


十 +is general; +++is good; ++++is best. The same was applied in Table 5. 


TableS Effects of different temperatures on growth of C. tracyanum plantlets 


用 


生理 性 焦 尖 率 


Physiological scorch 


幼苗 长 势 


Growth potential of 


温度 
Temperature ( CC 


rate of leaf tip (%) plantlet 
15 0.00d 站 
20 3.33+2.36c 十 十 十 十 
25 46.67+2.36 b 丰 填 
30 95.00+4.08 a 十 
2.5 试管 苗 的 移 栽 
当 西 藏 虎 头 兰 带 根 试管 苗 的 株 高 约 10 cm 时 (图 2: H) ， 可 进行 炼 苗 移 栽 。 


观测 发 现 ， 不 同 栽培 基 
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质 对 西藏 虎 头 兰 幼苗 的 移 栽 成 活 率 有 一 定 影响 〈 图 1) ;含有 腐 殖 土 的 栽培 基质 比 农 田 十 更 有 利于 西藏 虎 
头 兰 幼苗 的 生长 ， 以 腐 殖 土 作为 栽培 基质 的 移 栽 成 活 率 最 高 ， 达 到 〈97.78+1.57) %， 且 植株 健壮 ， 长 势 展 
好 (图 2: ID) 。 因 此 ， 西 藏 虎 头 兰 试管 生根 苗 的 最 佳 移 栽 基 质 为 腐 殖 士 CI) 。 


成 活 率 Survival rate [ 匆 
be 


| 堵 结 基质 Cudan substrate y 


图 1 不 同 栽培 基质 对 西藏 虎 头 兰 试管 苗 移 栽 成 活 率 的 影响 


Fig.1 Effects of different cultivation substrates on transplanting survival rate of C. tracyanum plantlets 


注 : A. 野生 西藏 虎 头 兰 开 花 植株 ，B. 野生 西藏 虎 头 兰 的 薄 果 ; C. 种 子 诱导 产生 原 球茎 D. 原 球茎 增殖 ;，E. 原 球茎 分 化 
出 不 定 芽 和 根 ; F. 原 球茎 分 化 培养 40 d 后 形成 的 试管 苗 ，G. 箭头 指向 为 试管 苗 叶 片 生理 性 焦 尖 ，H. 继 代 培养 40 d 后 株 高 
约 10 cm 的 试管 苗 ; I. 试管 苗 的 移 栽 。 


Note: A. Flowering plant of wild C. tracyanum; B. Capsules of wild C. tracyanum; C. Protocorm induction from seeds; D. Protocorm 


proliferation; E. Indefinite bud and root differentiation from protocorm; F. Plantlets obtained from protocorms after 
differentiation cultured for 40 d; G. The arrow point to physiological scorch of plantlet leaf tip; H. Plantlets with a height of about 10 
cm after subcultured for 40 d; I. Transplanted plantlets. 


图 2 西藏 虎 头 兰 原 球茎 诱导 形成 再 生 植株 的 过 程 
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Fig.2 The process of plantlet formantion by protocorm induction of C. tracyanum 


3 讨论 与 结论 


西藏 虎 头 兰 是 一 种 具有 很 高 观赏 价值 和 经 济 价值 的 兰 科 兰 属 植物 。 目 前 ， 关 于 西藏 虎 头 兰 组 织 培养 的 
研究 较 少 。 李 枝 林 等 (2005) 在 1/2 MS 培养 基 中 添加 6-BA 和 NAA 促进 西藏 虎 头 兰 种子 萌 发 ， KT 和 NAA 
诱导 形成 原 球茎， 再 利用 6-BA 和 NAA 促进 原 球茎 分 化 。 王 莲 辉 等 (2009) 认为 西藏 虎 头 兰 种 子 在 1/2 MS 
十 100 mL* 土豆 和 MS 十 100 mL 。I 土豆 的 培养 基 上 ， 种 子 萌发 率 均 达到 90% 以 上 ， 且 MS 基本 培养 
基 比 1/2 MS 基本 培养 基 更 有 利于 种 子 萌发 及 原 球茎 的 增殖 分 化 ; 6-BA 和 NAA 可 促进 原 球茎 增殖 分 化 ， 
但 是 随 着 6-BA 浓度 的 增加 ， 植 株 有 弱化 的 趋势 ; 无 根 苗 在 1/2 MS 十 0.2 mg， LIBA 培养 基 上 的 生根 率 在 
95% 以 上 。 蓝 玉 甜 等 (2010) 将 西藏 虎 头 兰 种 子 接种 在 1.0g :: 花 宝 1 号 十 1.0g 民 花 宝 2 号 十 1.0 mg 江 ” 
6-BA 十 10% 香 苞 汁 十 2% 苹 果汁 十 20 g .于 蔗糖 十 6.0g .于 琼脂 +1.0 g* LL 活性 炭 的 培养 基 上 ， 种 子 萌发 
率 达 90%~98%; 原 球茎 分 化 最 佳 培养 基 为 MS 十 1.0 mg LL1NAA 十 5% 香 礁 汁 十 2% 苹 果汁 , 芽 分 化 率 为 89%; 
1/2 MS 十 1.0 mg*，L”" NAA 十 5% 香 柳 汁 适合 壮 苗 生根 。 陈 和 明 等 (2015) 发 现 ，MS 基本 培养 基 中 添加 0.5 
mg*L1NAA、100g*L 十 豆 和 1.0 g* 活性 炭 适 宜 西 藏 席 头 兰 种 了 萌发 和 小 苗 增殖 ， 添 加 10 mg " 
NAA、100 g .于 香花 和 1.0g 。" 开 :活性 炭 适 宜 小 苗 壮 苗 生 根 。 上 述 这 些 研究 以 西藏 虎 头 兰 种 子 为 外 植 体 ， 
诱导 种 子 萌发 和 原 球茎 的 增殖 分 化 ， 所 提供 的 数据 和 结果 不 尽 相 同 ， 未 能 对 西藏 虎 头 兰 组 培 快 繁 过 程 提供 
比较 系统 、 详 细 及 完整 的 技术 资料 。 

本 研究 从 种 子 萌发 、 原 球茎 的 诱导 、 增 殖 分 化 、 试 管 苗 生长 发 育 环境 因子 的 筛选 及 移 栽 等 方面 对 西藏 
虎 头 兰 进 行 了 较为 系统 和 全 面 的 组 培 快 繁 研究 ， 建 立 了 西藏 虎 头 兰 高 效 植株 再 生体 系 。 本 研究 结果 表明 ， 
1/2 MS 基本 培养 基 较 MS 基本 培养 基 更 适合 西藏 虎 头 兰 种子 原 球茎 的 诱导 、 增 殖 及 分 化 。 添 加 1.0 mg *L” 
6-BA+0.5 mg，L" NAA， 比 不 添加 任何 激素 配 比 或 单独 使 用 6-BA 或 NAA 的 原 球茎 诱导 效果 好 ， 种 子 萌 
发 所 需 时 间 较 短 ， 原 球茎 诱导 及 生长 情况 好 。 原 球茎 在 1/2 MS+2.0 mg，L" NAA 的 培养 基 上 培养 30 d 就 
可 实现 4.25 倍 的 增殖 ， 再 添加 60 g，L 土豆 泥 十 0.5 g。 王 "活性炭 可 有 效 促进 增殖 后 的 原 球茎 分 化 出 不 定 
芽 和 根 。 从 种 子 萌 发 产生 原 球茎 到 获得 苗 高 约 2 cm 的 带 根 试管 苗 只 需 4~5 个 月 ， 原 球茎 诱导 率 和 分 化 率 
均 达 到 95% 以 上 ; 试管 苗 在 温度 20C、 光 照 时间 12 hd 光照 强度 2 000 kx 的 条 件 下 继 代 培养 约 2 个 月 ， 
苗 高 达到 10 cm 左右 , 植株 粗壮 ,长 势 旺盛 。 与 前 人 的 研究 结果 相 比 较 〈 李 枝 林 等 , 2005; 王 莲 辉 等 , 2009，; 
蓝 玉 甜 等 ，2010; 陈 和 明 等 ，2015〉 ， 本 研究 简化 了 西藏 虎 头 兰 组 培 快 繁 过 程 中 的 培养 基 配 方 和 程序 ， 获 
得 了 较 高 的 原 球 芭 诱导 率 和 分 化 率 ， 缩 短 了 组 培 周 期 ， 节 约 了 组 培 成 本 。 

在 西藏 虎 头 兰 试管 苗 继 代 培 养 过 程 中 遇 到 生理 性 焦 尖 现象 ， 有 时 整 瓶 试管 苗 有 一 半 以 上 的 叶片 呈 黑 色 
严重 影响 了 植株 的 正常 生长 和 观赏 价值 。 湿度 太 低 /高 、 光 照 太 强 和 高 温 等 因素 会 引起 叶片 生理 性 焦 
NO ee tn de he 
E 照 时 间 16 h*d"、 光 照 强度 2 000 lx 的 培养 条 件 不 适合 西藏 虎 头 兰 试管 苗 的 继 代 培养 。 兰 属 植物 大 多 数 
中 类 生长 在 适度 荫蔽 的 环境 中 ， 但 附 生 型 的 西藏 虎 头 兰 能 在 短 时 间 阳 光 直 射 的 环境 下 恨 好 生长 〈 匡 美 龄 和 
发 石 宝 ，2015) 。 因 此 ， 本 研究 对 适合 试管 苗 继 代 生 长 的 光照 时 间 和 培养 温度 进行 了 筛 选 ， 在 光照 时 间 12 
“ d 、 温 度 20C 的 条 件 下 ， 只 有 极 少数 的 叶片 出 现 焦 尖 ， 焦 尖 发 生 率 为 3.33%。 

本 研究 建立 的 西藏 虎 头 兰 植株 高 效 再 生体 系 ， 为 西藏 虎 头 兰 的 繁殖 培育 工作 芮 定 了 良好 基础 ， 在 野生 
资源 保护 与 合理 开发 利用 方面 具有 一 定 的 参考 价值 。 
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